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Introduccion

Entre las estrategias que los individuos utilizan para orientarse en el espacio y
navegar en él, se encuentra el aprendizaje de lugar, que consiste en localizar un lugar con
respecto a la configuracion de sefiales disponibles en el entorno circundante (Okeefe &
Nadel 1978). Este aprendizaje es dependiente del hipocampo, pues estudios clinicos y
experimentales indican que las lesiones del hipocampo o de las estructuras asociadas,
(fimbria férnix, séptum, corteza entorrinal, y complejo subicular), provocan deficiencias
graves y permanentes en el aprendizaje de lugar tanto en ratas como en humanos
(Sutherland & Rodriguez 1989).

En adicion a lo anterior, estudios electrofisiologicos y de EEG han mostrado que
en el hipocampo se origina y predomina la actividad theta, un patrén sinusoidal de
actividad ritmica lenta que oscila entre 4 y 12 Hz, ocurre predominantemente durante la
ejecucion de movimientos voluntarios (Vanderwolf 1988) y ha sido relacionada con el
procesamiento de informacion para la memoria espacial (Olvera-Cortes et al 2002,
2004).

Se ha propuesto que la actividad theta hipocampal esta controlada por un sistema
de conexiones que se originan en el tallo cerebral, con relevos en el diencéfalo, de ahi
continia al area septal y al hipocampo, conformando las vias multisinipticas de
sincronizacion ascendente de la actividad theta (Vertes et al 2004).

Por otro lado, se sabe que existe una densa inervacién serotoninérgica originada
en el nucleo del rafe medial (RM) hacia el hipocampo asi como una gran densidad de
receptores, particularmente en la region del giro dentado. Los principales aferentes
serotoninérgicos que arriban al hipocampo lo hacen a través de la fimbria - férnix y el
haz del cingulo (Azmitia & Segal 1978).

En diversos experimentos, se ha observado que cuando se estimula al rafe
mesencefalico se desorganizan las rafagas de la actividad theta y paralelamente
disminuye su frecuencia (Vertes 1986); ademas, la estimulacién eléctrica de RM o bien la
administracion de serotonina (5-HT) inhiben el disparo de las células piramidales
hipocampales (Segal 1975) y desincronizan el EEG hipocampal (Kitchigina et al 1999).
En otros estudios, la lesién especifica de RM da lugar a la presencia de actividad theta
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hipocampal continua y persistente (Yamamoto et al 1979). Por otro lado la aplicacion de
agonistas del receptor 5HT1a en el RM genera trenes largos y continuos de actividad
theta en ratas anestesiadas (Vertes et al 1994), mientras que la disminucion de sHT
hipocampal incrementa el tamafio de la poblacién de espigas en GD (Richter-Levin et al
1994). A partir de ello se ha propuesto que células serotoninégicas desincronizan o
tienen un efecto supresor sobre la actividad theta hipocampal (McKena & Vertes 2001).

Sin embrago, estudios recientes han mostrado que la disminucién de
aproximadamente el 50% de la 5-HT hipocampal no da lugar a modificaciones de la
frecuencia theta y cuando se incrementa la actividad serotoninérgica ocurre una
disminucion de actividad theta de alta frecuencia (6.5-9.5Hz) y concurrente a esto
altimo ocurren deficiencias en el aprendizaje de lugar (Gutiérrez-Guzman et al 2007).

Con respecto a la participacion de la serotonina en el aprendizaje y memoria
dependientes del hipocampo, se ha observado que cuando se interfiere con el sistema
serotoninérgico, no se afecta el desempeno en el aprendizaje y memoria espacial,
evaluado en el laberinto acuatico de Morris y de Olton (Altman et al 1989, Asin et al
1985). Sin embargo, en las evidencias anteriores, el abatimiento de la serotonina
hipocampal solamente ha sido parcial y no fue evaluada la actividad theta, por lo que no
ha sido posible definir cabalmente el papel que este neurotransmisor juega en la
modulacion de ésta actividad durante la realizacion de procesos de aprendizaje y
memoria de lugar.

Objetivo

Por lo anterior, este estudio se realizoé con el fin de determinar el efecto de la
eliminacion de serotonina hipocampal sobre el aprendizaje espacial y sobre la actividad
theta del giro dentado concurrente al aprendizaje, en la rata.

Materiales y métodos

Se utilizaron 18 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley de 350 a 450 g de peso,
mantenidas en un bioterio bajo condiciones estandar, con un ciclo de luz oscuridad de 12
por 12 horas (77-19 hrs.) con suministro de alimento y agua ad libitum, las cuales fueron
asignadas al azar a un grupo experimental (n=9) o a un grupo control (n=9).

Grupo experimental. Mediante la aplicacion bilateral del neurotoxico 5,7-
Dihidroxitriptamina (5,7-DHT), se lesionaron los aferentes serotoninérgicos
hipocampales (haz del cingulo y fimbria fornix) y se les implant6 un electrodo bipolar de
registro en el giro dentado del hipocampo dorsal derecho, de acuerdo con las
coordenadas esterotaxicas de Paxinos (Paxinos & Watson 1998).

Grupo control se sometieron al mismo procedimiento quiriirgico pero solo se les
aplico solucion vehiculo en las mismas coordenadas y volumen que al grupo
experimental, ademas de colocarles el electrodo bipolar de registro en el hipocampo
dorsal.

Luego de 21 dias de recuperacion se procedié a realizar las evaluaciones
conductuales. Se utilizo el laberinto acuatico de Morris, que consiste en una tina circular
con agua en la cual hay una plataforma no visible en una posiciéon fija, ademas se
colocaron senales espaciales en el cuarto de registro, alrededor del laberinto.

La prueba consistié en 4 ensayos diarios con intervalo inter-ensayo de 2 minutos,
durante 6 dias consecutivos (si durante el transcurso de cada ensayo, la rata no




encontraba la plataforma en 60 segundos, se le colocaba sobre la plataforma por un
periodo de 15 segundos). En el dia 7 se coloco al animal en la tina sin la plataforma y se
le permiti6 que la buscara durante 30 segundos (ensayo de prueba).

Las rutas de nado fueron video-grabadas para su posterior analisis. Las variables
a considerar fueron: latencia de escape, distancia recorrida, velocidad de nado y nimero
de cruces por el area del cuadrante en el ensayo prueba.

El registro de la actividad eléctrica hipocampal tuvo lugar durante diferentes
etapas de la realizacion de las pruebas conductuales: “condicion basal” con la rata
mojada en estado “Atento quieto” durante 15 segundos en su caja de reposo; en la etapa
de “biisqueda” que comprendid desde la colocacién de la rata en el agua frente a la tina
hasta cuando el animal subi6 a la plataforma de escape, y la etapa llamada “meta”
correspondiente al registro EEG durante 15 segundos mientras la rata permaneci6 sobre
la plataforma.

Los filtros de baja y alta frecuencia fueron colocados a 1 y 100 Hz respectivamente

y los registros fueron capturados a una frecuencia de muestreo de 256 Hz. Se analizaron
valores de potencia de segmentos de 2 segundos, obtenidos mediante la aplicacion de la
transformada rapida de Fourier (FFT), a través del programa EEGmagic (Guevara MA &
Hernandez-Gonzalez 2006). Se realiz6 un anaélisis preliminar mediante la técnica de
componentes principales que derivé en la division de la actividad theta en las siguientes
3 sub-bandas: banda 1 (4-5 Hz), banda 2 (6-7 Hz) y banda 3 (8-10 Hz).

Se verifico histologicamente la posicion de los electrodos. Para verificar el
contenido de serotonina (5HT) y de Acido 5-Hidroxi-indol-ascético (5HIIA), se utilizo el
tejido del hipocampo dorsal izquierdo de cada rata, y se midi6 la concentraciéon mediante
la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Resultados

Neuroquimica. La determinaciéon de la concentracion de serotonina a través de
HPLC, mostr6 que el grupo experimental tuvo una reduccion significativa de la
concentracion de serotonina (98-100 % con respecto al grupo control) acompanado de la
disminuciéon de la concentracion de 4acido 5-Hidroxi-indol-ascético (5HIAA), con
respecto al grupo control (figura 1).
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Figura 1. Media + ES de la concentracion de serotonina (5HT) y Acido 5-Hidroxi-indol-ascético
(5HIAA) en pg/mg en el grupo control (C) y experimental (E). * p<0.05 significativamente
menor respecto a control.
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Evaluacién conductual. En el analisis intragrupal de la distancia recorrida por dia
de los animales con respecto al primer dia de entrenamiento, se observo que el grupo
control, mostr6 una reduccion significativa hasta el dia 6, mientras que el grupo
experimental present6 una dréstica disminucién de la distancia recorrida los dias 3, 4, 5,
y 6 con respecto al primer dia de entrenamiento (figura2).
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Figura 2. Media + error estandar de la distancia recorrida por dia de los animales pertenecientes
a cada grupo. * p<0.05, dia 1 vs siguientes.

Registro del EEG hipocampal. Se observo que en los animales del grupo control y
experimental la actividad theta fue mayor durante la etapa de btisqueda con respecto a
las otras etapas (figura 3).

En el anélisis intragrupal, al realizar la comparacion por cada etapa en los
diferentes dias de entrenamiento por banda, se observo que en la etapa de busqueda el
grupo control present6 una mayor potencia relativa de la banda 3 (8-10 Hz) solamente
en el dia tres con respecto al dia primero, mientras que en el grupo experimental ocurrio
un aumento significativo en la potencia relativa de la misma banda los dias 2, 3, 4, 5y 6,
con respecto al primer dia de entrenamiento (figura 4A).
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Figura 3. Media + error estandar de potencia relativa de la banda total de theta en cada etapa
(basal, busqueda y meta) durante los 6 dias de entrenamiento, en el grupo control y
experimental.



Durante la etapa meta, en el grupo control no se observaron cambios significativos en
la potencia relativa con respecto al primer dia, a diferencia en el grupo experimental en el que
hubo aumento significativo los dias 3, 4, 5, y 6 con respecto al primer dia de entrenamiento
(figura 4B.)
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Figura 4. Media + error estindar de la potencia relativa de la banda de 8-10 Hz por dia de
entrenamiento, durante las etapas de busqueda y meta en los sujetos de ambos grupos. En cada
grupo, * p<0.05, dia 1 vs siguientes.

En las bandas 1 y 2 no se encontraron diferencias significativas en ninguna de las tres etapas.
La etapa basal tampoco mostré diferencias en ninguna banda (datos no mostrados).

En lo que respecta al analisis intergrupal, se observé una mayor actividad theta de
la banda 3 (8-10 Hz) o de alta frecuencia durante las etapas de basqueda y meta en el
grupo experimental respecto al grupo control (Figura 5).
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Figura 5. Comparacion intergrupal. Media + error estandar de la potencia relativa de la banda 1
(4-5 Hz), banda 2 (6-7 Hz) y banda 3 (8-10 Hz) por dia, de los animales entrenados en los dos
grupos durante la etapa de bisqueda y meta. * p<0.05, grupo experimental vs grupo control.
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Discusion

Se ha sugerido que la serotonina tiene influencia sobre estructuras relacionadas
con el aprendizaje y la memoria, por ejemplo, la disminucion de serotonina genera una
reduccién significativa en el nimero de errores en una prueba de memoria de corto
plazo, de manera que se muestra una mayor eficiencia en el aprendizaje (Gonzalez-
Burgos et al 1998). Ademas la administracion del agonista del receptor 5-HT2A/2C o 5-
HT4 o bien la administracion de antagonistas de los receptores 5-HT1A, 5-HT3 y 5-HT1B
previenen el deterioro de la memoria y facilitan el aprendizaje (Buhot et al 2000).

Al aumentar la velocidad de utilizacion de serotonina sobre el hipocampo se
observaron deficiencias en el laberinto acuatico de Morris mientras que su disminucién
parcial no tuvo efecto (Gutiérrez-Guzman et al 2007), sin embargo, el eliminarla casi
completamente del hipocampo, gener6 una mayor eficiencia en la resolucién del
laberinto acuatico de Morris (Gutiérrez-Guzman 2007). En el presente trabajo se
observo una facilitacion en el aprendizaje asociada con una mayor expresion de actividad
theta de alta frecuencia, de manera que la serotonina podria estar actuando para
establecer diferencias en la eficiencia del aprendizaje, pues se conoce que tiene un efecto
inhibitorio sobre células colinérgicas, gabaérgicas y glutamatérgicas del sistema septo-
hipocampal (Miettinen 1992), esenciales para la formacion de la memoria.

Se ha observado que ocurre un aumento de actividad theta en la banda de alta
frecuencia (6.5-9.5 Hz) en CA1 durante el transcurso de los dias de entrenamiento en el
laberinto acuatico de Morris, y se ha propuesto que es reflejo del procesamiento de
informacion del hipocampo durante las etapas de busqueda y meta (Olvera-Cortés et al
2002). Dicha regiéon hipocampal ha sido involucrada en la estabilizacién y consolidacion
de la memoria (Pissadaki & Poirazi 2007). De acuerdo a la teoria de la participacion de la
serotonina como desincronizador del EEG hipocampal basada en observaciones de que
el aumento cerebral de serotonina por la aplicacion de inhibidores de su recaptura,
gjerce un control inhibitorio de la actividad del ritmo theta (Kudina et al 2004), y en
base a los estudios que evaltan simultineamente la conducta y el EEG; cuando la
serotonina se incrementa, se ve disminuida la potencia relativa de la actividad theta de
alta frecuencia, mientras que la eliminacion parcial no genera cambios en dicha
actividad (Gutiérrez-Guzman et al 2007), sin embargo la eliminacion casi total de
serotonina no generd cambios en la potencia de la actividad theta de CA1 en ninguna de
las bandas estudiadas (Gutiérrez-Guzméan 2007), no obstante las bandas consideradas
no fueron las mismas de este trabajo. En este estudio, se puede observar en el grupo
experimental que durante las etapas de procesamiento de informacion, ocurre un
aumento en la potencia de la banda 3 (8 a 10 Hz) de alta frecuencia, mientras que en el
grupo control no se observa dicho efecto. En base a evidencias de que el GD participa en
el procesamiento de informaciéon durante los primeros dias del entrenamiento, es
probable que la ausencia de serotonina en el hipocampo esté ejerciendo una
desinhibicion en las células granulares del GD y asi estaria potenciando la expresion de
actividad theta hipocampal. De esta manera podria facilitar la consolidacion del
aprendizaje espacial, ya que se sabe que la serotonina puede producir tanto inhibicion
directa como indirecta de la actividad de las células del hipocampo.



Conclusion

La eliminacion selectiva de la serotonina hipocampal en la rata, facilitd el
aprendizaje en el laberinto acuatico de Morris aunado a un aumento en la banda de alta
frecuencia (8 a 10 Hz) en la actividad theta del giro dentado.
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